Comparison of four RNA isolating methods for identification of spring viraemia of carp virus (SVCV) by Mortezaei, S.R.S. et al.
  2931ﻣﺴﺘﺎن ز/4ﺷﻤﺎره/ومﺑﻴﺴﺖ و د ﺳﺎل                                                                          ﻣﺠﻠﻪ ﻋﻠﻤﻲ ﺷﻴﻼت اﻳﺮان
 ١٥
 
 ﺗﺠﺎري ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺸﺨﻴﺺ  ANR ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﭼﻬﺎر ﻛﻴﺖ اﺳﺘﺨﺮاج 
 وﻳﺮوس وﻳﺮﻣﻲ ﺑﻬﺎره ﻛﭙﻮر ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ 
  VCVS)suriV praC fo aimeariV gnirpS( 
  (4)ﻣﺤﺪث ﻗﺎﺳﻤﻲ، (3)ﻣﺴﻌﻮدرﺿﺎﺻﻴﻔﻲ آﺑﺎدﺷﺎﭘﻮري ،(2)ﻣﺠﺘﺒﻲ ﻋﻠﻴﺸﺎﻫﻲ ،(*1) ﺳﻴﺪرﺿﺎﺳﻴﺪﻣﺮﺗﻀﺎﻳﻲ
 moc.oohay@ieazetromr *
 54616/668. پ.ص – ﭘﮋوﻫﺸﻜﺪه آﺑﺰي ﭘﺮوري ﺟﻨﻮب ﻛﺸﻮر- 1
  داﻧﺸﻜﺪه داﻣﭙﺰﺷﻜﻲ داﻧﺸﮕﺎه ﭼﻤﺮان اﻫﻮاز- 3و 2
  ﭘﮋوﻫﺸﻜﺪه آﺑﺰي ﭘﺮوري آب ﻫﺎي داﺧﻠﻲ  ﺑﻨﺪر اﻧﺰﻟﻲ - 4
  
  2931ﻣﻬﺮ  :ﺗﺎرﻳﺦ ﭘﺬﻳﺮش      2931ﺧﺮداد  :ﺗﺎرﻳﺦ درﻳﺎﻓﺖ
  ﭼﻜﻴﺪه
وﻳﺮوس . اي ﻣﻨﻔﻲ از ﺧﺎﻧﻮاده راﺑﺪووﻳﺮﻳﺪه اﻳﺠﺎد ﻣﻲ ﺷﻮد ﺗﻚ رﺷﺘﻪ  ANR، ﺗﻮﺳﻂ وﻳﺮوﺳﻲ ﺑﺎ(CVS)وﻳﺮﻣﻲ ﺑﻬﺎره ﻛﭙﻮر 
ﻋﺎﻣﻞ اﺻﻠﻲ ﺑﻴﻤﺎري ﻣﺴﺮي وﻳﺮﻣﻲ ﺑﻬﺎره ﻛﭙﻮر در ﺳﺮﺗﺎﺳﺮ ﺟﻬﺎن ﺑﺨﺼﻮص در ﻣﺎﻫﻲ ﻛﭙﻮر ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ ﭘﺮاﻛﻨﺪه اﺳﺖ و در  VCVS
ﻣﺎﻫﻴﺎن ﻧﻴﺰ ﺳﺒﺐ  دﻳﮕﺮ ﺧﺎﻧﻮاده ﻫﺎي ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺷﺎﻣﻞ اردك ﻣﺎﻫﻴﺎن ، ﻛﭙﻮر ﻣﺎﻫﻴﺎن دﻧﺪاﻧﻪ دار ، ﺧﻮرﺷﻴﺪ ﻣﺎﻫﻴﺎن ، ﮔﺮﺑﻪ ﻣﺎﻫﻴﺎن و آزاد
  .  ﺑﻴﻤﺎري ﻣﻲ ﮔﺮدد
، ﻛﺎراﻳﻲ ﭼﻬﺎر ﻛﻴﺖ  ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺮاي  VCVSوﻳﺮوس ANRدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر دﺳﺘﻴﺎﺑﻲ ﺑﻪ روﺷﻲ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺮاي اﺳﺘﺨﺮاج  
دو ﻛﻴﺖ  ﺑﺮ اﺳﺎس اﺳﺘﻔﺎده . ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﺎﻓﺘﻪ در ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ، ﻣﻮرد ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ   VCVS 65/07از ﺳﻮﻳﻪ   ANRاﺳﺘﺨﺮاج 
ﺳﺎﺧﺖ   SULP-XNRﺳﺎﺧﺖ ﺗﺎﻳﻮان و  0002QI  noitcartxE ANR)ﻛﻠﺮوﻓﺮم  –ه ﮔﻮاﻧﻴﺪﻳﻦ ﺗﻴﻮﺳﺎﻧﺎت و ﻓﻨﻞ از روش ﻣﺎد
 ANR eruP hgiHو( ﺳﺎﺧﺖ ﺳﻴﻨﺎژن، اﻳﺮان) erupanniCﺗﺠﺎري ) و دو ﻛﻴﺖ ﺑﺮ اﺳﺎس روش ﺳﺘﻮﻧﻲ (  ﺳﻴﻨﺎژن، اﻳﺮان
 ANRﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﻣﻴﺰان ﻏﻠﻈﺖ    .ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ ANRﺟﻬﺖ ﺟﺪاﺳﺎزي ( ، آﻟﻤﺎنehcoR) tiK noitalosI
ﺑﻴﺸﺘﺮ از دو ( ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم ﺑﺮ ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ  61/12و  13/67ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ )  erupaniC و   ehcoR اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﺎ  ﻛﻴﺖ ﻫﺎي  
ﺑﺮ  084pbﺑﺎﻧﺪ   RCP-TRﻛﻴﺖ ﻫﺎ در        دﻳﮕﺮ    tik 0002QIﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﺠﺰ ﻛﻴﺖ  . ﻛﻠﺮوﻓﺮم ﺑﻮده اﺳﺖ  –روش ﻓﻨﻞ 
داراي ﻏﻠﻈﺖ ﻛﻤﺘﺮي  tik 0002QIاﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه در روش ﻛﻴﺖ ﺗﺠﺎري  ANRﻫﻤﭽﻨﻴﻦ. وﻓﻮرز را ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ روي ژل اﻟﻜﺘﺮ
 –ﺑﺎ روش ﺳﺘﻮﻧﻲ ﺑﻪ ﻣﺮاﺗﺐ از ﻧﻈﺮ ﺧﻠﻮص و ﻏﻠﻈﺖ  ﺑﻬﺘﺮ از روش ﻫﺎي ﻓﻨﻞ   ANRدر ﻧﻬﺎﻳﺖ در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ اﺳﺘﺨﺮاج. ﺑﻮد 
  .ﻛﻠﺮوﻓﺮم  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ
  





































ﻳﻜﻲ از ﻣﻬﻢ ﺗﺮﻳﻦ ﻋﻮاﻣﻞ ﻣﻮﺛﺮ در اﻓﺰاﻳﺶ ﺗﻮﻟﻴﺪ آﺑﺰﻳﺎن ﭘﺮورﺷﻲ    
رﻳﺰا، در ﻣﻴﺎن ﻋﻮاﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎ. رﻋﺎﻳﺖ ﺑﻬﺪاﺷﺖ و ﻛﻨﺘﺮل ﺑﻴﻤﺎرﻳﻬﺎ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
ﻧﻘﺶ وﻳﺮوس ﻫﺎ از ﻫﻤﻪ ﺑﺎرزﺗﺮ ﺑﻮده و ﺧﺴﺎرات وارده ﻧﻴﺰ ﺑﻪ ﻋﻠﺖ 
درﻣﺎن ﻧﺎﭘﺬﻳﺮي، ﻣﺴﺮي ﺑﻮدن، ﺗﺸﺨﻴﺺ دﺷﻮار ، ﺑﺴﻴﺎر ﺑﻴﺸﺘﺮ از ﺳﺎﻳﺮ 
در اﻳﺮان ﻧﻴﺰ در ﻃﻲ .  )8891,fl0W(ﺑﺎﺷﺪ ﻋﻮاﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎري زا  ﻣﻲ
دﻫﻪ ﮔﺬﺷﺘﻪ ﺗﻮﻟﻴﺪ و ﺗﻜﺜﻴﺮ و ﭘﺮورش آﺑﺰﻳﺎن ﺑﺎﻻﺧﺺ ﻣﺎﻫﻲ از رﺷﺪ 
ﻮردار ﺑﻮده، ﺑﻄﻮرﻳﻜﻪ ﻫﻢ اﻛﻨﻮن اﻳﺮان ﺑﻪ ﻳﻜﻲ از ﻗﻄﺐ اﻳﻲ ﺑﺮﺧﻓﺰاﻳﻨﺪ ه
ﻫﺎي ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﺎﻫﻴﺎن آب ﺷﻴﺮﻳﻦ در ﻣﻨﻄﻘﻪ ﺧﺎورﻣﻴﺎﻧﻪ ﺗﺒﺪﻳﻞ ﺷﺪه 
ﺗﻦ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﺎﻫﻴﺎن ﭘﺮورﺷﻲ ﻛﺸﻮر  ﺑﻴﺶ از  000002از ﺣﺪود . اﺳﺖ
اﻳﻦ % 02ﻫﺰار ﺗﻦ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻛﭙﻮر ﻣﺎﻫﻴﺎن ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﺣﺪود  001
آﻣﺎري ﺷﻴﻼت  ﺎﻣﻪﺳﺎﻟﻨ)ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻛﭙﻮر ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ اﺳﺖ 
ﺑﺮ اﺳﺎس ﮔﺰارش ﺳﺎزﻣﺎن ﺟﻬﺎﻧﻲ ﺑﻬﺪاﺷﺖ ﺣﻴﻮاﻧﺎت (. 0931،اﻳﺮان
ﺑﻴﺶ از ﻫﻔﺖ ﺑﻴﻤﺎري وﻳﺮوﺳﻲ ﻻزم اﻻﺧﻄﺎردر ﻣﺎﻫﻴﺎن  )EIO(
ﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳﺪه اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﺮ اﺳﺎس ﻧﻮع و ﮔﻮﻧﻪ ﻣﺎﻫﻲ ﺗﻌﺪاد آﻧﻬﺎ در 
از ﻣﻴﺎن ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺎي ﻻزم اﻻﺧﻄﺎر . ﺑﺎﺷﺪﻣﺎﻫﻴﺎن ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻣﺘﻔﺎوت ﻣﻲ
ﻋﻀﻮ داﻳﻢ ﺳﺎل ( CVS)ﺑﻴﻤﺎري وﻳﺮﻣﻲ ﺑﻬﺎره ﻛﭙﻮر ،  EIOﻣﻮرد ﺗﺎﻳﻴﺪ 
  .(2102 ,EIO) ﻫﺎي ﮔﺬﺷﺘﻪ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
ﺑﻴﻤﺎري وﻳﺮﻣﻲ ﺑﻬﺎره ﻛﭙﻮر ﻣﺎﻫﻴﺎن ﻳﻜﻲ از ﻣﻬﻤﺘﺮﻳﻦ ﻋﻮاﻣﻞ ﺧﺴﺎرات 
اﻗﺘﺼﺎدي در ﻣﺰارع ﭘﺮورش ﻛﭙﻮر ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ اﺳﺖ وﻟﻲ ﺳﺎﻳﺮ ﮔﻮﻧﻪ ﻫﺎي 
ﻛﭙﻮر ﻣﺎﻫﻴﺎن ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻛﭙﻮر ﺳﺮﮔﻨﺪه، ﻛﭙﻮر ﻋﻠﻔﺨﻮار، ﻛﭙﻮر ﻧﻘﺮه اي، ﺳﺮ 
و ﻻي ﻣﺎﻫﻲ ﻧﻴﺰ ﺑﻪ اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري  ﺣﺴﺎس ﺑﻮده و (  efrOﻃﻲ ﻣﺨﺮو
 ,najiF ;8891 ,floW)ﺑﻄﻮر ﻃﺒﻴﻌﻲ ﺑﻪ ﺑﻴﻤﺎري آﻟﻮده ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ 
 la te enhA ; 7002 ,.la te revraG ; 9002 ,niwdooG ;9991
 )6002 ,.la te analtevS ; 1102 ,.la te avoneciV ;2002 ,.la
زﻳﺮ ﻳﻜﺴﺎل  در ﻓﺼﻞ ﺑﻬﺎر ﻛﻪ ﺷﻴﻮع ﺑﻴﻤﺎري و ﺗﻠﻔﺎت در ﺑﭽﻪ ﻣﺎﻫﻴﺎن . 
ﻣﻴﺮﺳﺪ % 07ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد اﺳﺖ ﺑﻪ ﺑﺎﻻي  01- 81درﺟﻪ ﺣﺮارت ﻣﻴﺎن 
و اﻳﻦ ﺗﻠﻔﺎت ﺑﺎﻋﺚ زﻳﺎن اﻗﺘﺼﺎدي ﻓﺮاوان در ﺻﻨﻌﺖ آﺑﺰي ﭘﺮوري در 
اروﭘﺎ ، آﺳﻴﺎ و آﻣﺮﻳﻜﺎي ﺷﻤﺎﻟﻲ در دﻫﻪ اﺧﻴﺮ ﺷﺪه، ﺑﻪ ﻃﻮرﻳﻜﻪ ﺳﺎﻟﻴﺎﻧﻪ 
 9002 ,.la te gnahZ(ﺗﻦ ﺗﻠﻔﺎت در اروﭘﺎ ﮔﺰارش ﺷﺪه اﺳﺖ  0004
. )7002,.la te gneT ;3002,.la te yaW ; 8002, .la te euY ;
در اﻳﺮان ﻧﻴﺰ در ﭼﻨﺪ ﺳﺎل اﺧﻴﺮ ﺗﻠﻔﺎت و زﻳﺎن اﻗﺘﺼﺎدي ﻛﭙﻮرﻣﺎﻫﻴﺎن 
ﭘﺮورﺷﻲ، ﺑﺨﺼﻮص ﮔﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﻛﭙﻮر ﻧﻘﺮه اي و ﻛﭙﻮر ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ  ﺑﻪ ﺑﻴﺶ 
ﮔﺰارش  ﻏﻴﺮ رﺳﻤﻲ ﺷﻴﻼت ، ) ﻣﻴﻠﻴﺎرد ﺗﻮﻣﺎن رﺳﻴﺪه اﺳﺖ  9از 
  (ﻣﻨﺘﺸﺮ ﻧﺸﺪه 
اﺳﺘﻔﺎده از روﺷﻲ  RCP-TRﻛﻠﻲ ﻳﻜﻲ از ﺟﻨﺒﻪ ﻫﺎي ﻣﻬﻢ ﺑﻄﻮر  
ﺳﺎﻟﻢ و ﺗﺨﺮﻳﺐ ﻧﺸﺪه از   ANRﻣﻄﻤﺌﻦ و ﻛﺎرآﻣﺪ ﺑﺮاي اﺳﺘﺨﺮاج 
ﭘﺎﻳﺪاري   ANRزﻳﺮا ﻣﻮﻟﻜﻮل  .ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﻣﻮرد آزﻣﺎﻳﺶ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
دارد و ﺑﻮﻳﮋه ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ رﻳﺒﻮﻧﻮﻛﻠﺌﺎزﻫﺎ ﻛﻪ   ANDﻛﻤﺘﺮي ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ 
ﺑﺴﻬﻮﻟﺖ  ANR ﺑﻪ ﻓﺮاواﻧﻲ در ﻣﺤﻴﻂ وﺟﻮد دارﻧﺪ، ﻣﻠﻜﻮل ﻫﺎي
  . ﺗﺨﺮﻳﺐ ﻣﻲ ﮔﺮدﻧﺪ
ﺗﻤﺎﻣﻲ ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ ﺷﺮط اﺻﻠﻲ ﺗﺸﺨﻴﺺ ﻧﻴﺰ  VCVSدر راﺑﻄﻪ ﺑﺎ 
ﺳﺎﻟﻢ از ﻧﻈﺮ ﻛﻴﻔﻲ و   ANRرا در اﺳﺘﻔﺎده از  RCP-TRوﻳﺮوس ﺑﺎ 
ﻟﺬا، ﺗﺎﻛﻨﻮن ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ از روش ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ ﺑﺮاي . ﻛﻤﻲ داﻧﺴﺘﻪ اﻧﺪ
 appavihS(وﻳﺮوس ﺑﻬﺎره ﻛﭙﻮر اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮده اﻧﺪ   ANRاﺳﺘﺨﺮاج
 ;8002,.late nehC ;  2002,.la te nnamffoH ; 8002 ,l. te
 ,.la te ihdaP ; 8991.la te relliM ; 9991,.la te  avokhserO
  .  )1102
در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺣﺎﺿﺮ ﺑﻤﻨﻈﻮر دﺳﺘﻴﺎﺑﻲ ﺑﻪ روﺷﻲ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺮاي اﺳﺘﺨﺮاج 
 ANR، ﻛﺎراﻳﻲ ﭼﻬﺎر ﭘﺮوﺗﻜﻞ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺮاي اﺳﺘﺨﺮاج  VCVS ANR
ﺳﻠﻮﻟﻲ، ﻣﻮرد ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻗﺮار  ، ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﺎﻓﺘﻪ در ﻛﺸﺖ  VCVSاز 
  . ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ
  
  ﻛﺎر وروش ﻣﻮاد
 65/07در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ از ﺳﻮﻳﻪ : ﺳﻮﻳﻪ وﻳﺮوﺳﻲ و ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ 
 CPEﺗﻴﺮه ﺳﻠﻮﻟﻲ و ﻧﻴﺰ  1/50573Zﺑﺎ ﺷﻤﺎره ﺛﺒﺖ ژن  VCVS
ﻛﻪ ﻫﺮ دو در ﻣﺮﻛﺰ ( inirpyC musolupaP amoilehtipE)
ﺗﺸﺨﻴﺺ وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ ﺑﺨﺶ ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺎي آﺑﺰﻳﺎن  ﭘﺰوﻫﺸﻜﺪه 
ﻧﮕﻬﺪاري ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ  ﭘﺮوري آﺑﻬﺎي داﺧﻠﻲ ﺷﻬﺮﺳﺘﺎن ﺑﻨﺪر اﻧﺰﻟﻲ آﺑﺰي
  . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
ﻣﻴﻠﻲ  51ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ وﻳﺮوس ، اﺑﺘﺪا : VCVSﺗﻜﺜﻴﺮ و ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻋﻴﺎر 
ﺣﺎوي  CPE( )inirpyC musolupaP amoilehtipEﻟﻴﺘﺮ ﺳﻠﻮل 
 )muideM laitnessE muminiM s ,elgaE(ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ
در  )SBF( درﺻﺪ ﺳﺮم ﺟﻨﻴﻦ ﮔﻮﺳﺎﻟﻪ 01ﺑﻪ اﺿﺎﻓﻪ  MEME
ﻫﻨﮕﺎﻣﻲ ﻛﻪ ﺗﻚ ﻻﻳﻪ  .درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪﻧﺪ 22ﮔﺮﻣﺨﺎﻧﻪ 
درﺻﺪ از ﺳﻄﺢ ﻇﺮف ﻓﻼﺳﻚ را  07ﺣﺪود  CPEﻫﺎي ﺳﻠﻮل
ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ  01ﭘﻮﺷﺎﻧﺪﻧﺪ، ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ آن ﺗﺨﻠﻴﻪ و ﺑﺎ ﺣﺪود 
ﺑﻪ  1ﭘﺲ از آن وﻳﺮوس ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﻪ ﻧﺴﺒﺖ .ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷﺪ SBP
 1رﻗﻴﻖ ﺷﺪ و  SBFرﺻﺪ د 5ﺣﺎوي  MEMEدر ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ٍ 001
ﺑﺮاي ﺟﺬب . ﺗﻠﻘﻴﺢ ﮔﺮدﻳﺪ  522mc ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ار آن در ﻓﻼﺳﻚ
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 ٣٥
 
 5ـ01ﺷﺪ و در ﻃﻲ اﻳﻦ زﻣﺎن در ﻓﻮاﺻﻞ ﮔﺮاد ﻗﺮار داده درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ
ﺷﺪ ﺗﺎ ﺟﺬب دﻗﻴﻘﻪ، ﻓﻼﺳﻚ ﭼﻨﺪﻳﻦ ﻣﺮﺗﺒﻪ ﺑﻪ آراﻣﻲ ﺣﺮﻛﺖ داده ﻣﻲ
ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ اﻳﻦ زﻣﺎن ﻣﺎﻳﻊ . ﻞ ﺑﻬﺘﺮي اﻧﺠﺎم ﺷﻮدوﻳﺮوس ﺑﻪ ﺷﻜ
ﻟﻴﺘﺮ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻣﻴﻠﻲ 01داﺧﻞ ﻓﻼﺳﻚ ﺗﺨﻠﻴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ و ﺣﺪود 
در آن رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ و ﻓﻼﺳﻚ ﺑﻪ  SBFدرﺻﺪ  5ﺣﺎوي 
ﻓﻼﺳﻚ ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮل ﻫﺮ . ﮔﺮاد اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺖدرﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ22اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر
ﺳﺎﻋﺖ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻣﻴﻜﺮوﺳﻜﻮپ ﻣﻌﻜﻮس ﺑﺮرﺳﻲ ﮔﺮدﻳﺪ و  42
ﻪ آﺛﺎر آﺳﻴﺐ ﺑﺎﻓﺘﻲ ﻧﺎﺷﻲ از رﺷﺪ وﻳﺮوس ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻫﻨﮕﺎﻣﻲ ﻛ
ﮔﺴﺘﺮده در ﺗﻤﺎم ﺳﻄﺢ ﻇﺮف ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ، ﻓﻼﺳﻚ در ﻓﺮﻳﺰر ﻣﻨﻔﻲ 
ﭘﺲ از ﮔﺬﺷﺖ . ﺷﺪ ﺗﺎ ﻣﻨﺠﻤﺪ ﺷﻮدﮔﺮاد ﻗﺮار داده درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 07
ﭼﻨﺪ ﺳﺎﻋﺖ از اﻧﺠﻤﺎد، ﻓﻼﺳﻚ ﺑﺮاي ذوب ﺷﺪن در دﻣﺎي آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه 
ل ﺣﺎوي وﻳﺮوس ﮔﺮﻓﺖ و ﺳﭙﺲ ﻣﺎﻳﻊ داﺧﻞ آن ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻣﺤﻠﻮﻗﺮار 
ﻟﻴﺘﺮي ﺗﻘﺴﻴﻢ و ﺗﺎ زﻣﺎن اﺳﺘﻔﺎده در ﻣﻴﻠﻲ 0/5ﻫﺎي در ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب
ﺑﺮاي آﮔﺎﻫﻲ از ﻋﻴﺎر . ﺷﺪداري ﮔﺮاد ﻧﮕﻪدرﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 07ﻓﺮﻳﺰر ﻣﻨﻔﻲ
ﺣﺎوي وﻳﺮوس از 0/5 lmﻫﺎيوﻳﺮوس ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه، ﻳﻜﻲ از ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب
در ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ ( 8391) deeR و hcneuMﻓﺮﻳﺰر ﺧﺎرج و ﺑﺎ روش  
 & dralloP(ﺣﻔﺮه اي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻋﻴﺎر ﺷﺪ  69ﻴﻜﺮوﭘﻠﻴﺖ در ﻳﻚ ﻣ CPE
  . )0991 ,reklaW
ﺑﺮ ( 2و1روش ﻫﺎي ) روش  ﺷﺎﻣﻞ دو ANRروش ﻫﺎي اﺳﺘﺨﺮاج 
  ﻛﻠﺮوﻓﺮم و دو روش –اﺳﺎس اﺳﺘﻔﺎده از  ﮔﻮاﻧﻴﺪﻳﻦ ﺗﻴﻮﺳﺎﻧﺎت و ﻓﻨﻞ 
  . ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺳﺘﻮﻧﻲ  ﺑﻮدﻧﺪ( 4و  3روش ﻫﺎي )
ﻫﺎي ﺗﺠﺎري  ﻛﻴﺖ ANRدر روش اﺳﺘﻔﺎده از ﻣﺤﻠﻮل ﻫﺎي اﺳﺘﺨﺮاج 
، در اﺑﺘﺪا  (ﺳﻴﻨﺎژن، اﻳﺮان)   SULP-XNRو ( ﺗﺎﻳﻮان) 0002QI
ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﺎﻓﺘﻪ در ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﺎ   VCVSﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از وﻳﺮوس  051
دﻗﻴﻘﻪ  5ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﻣﺤﻠﻮل اﺳﺘﺨﺮاج ﻣﺨﻠﻮط و ﭘﺲ از ﺗﻜﺎن دادن  1
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﻛﻠﺮوﻓﺮم  002ﺳﭙﺲ . در دﻣﺎي آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه ﻗﺮار داده ﺷﺪ 
ﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺣﺎوي اﻳﻦ ﻣﻮاد ﭘﺲ از ﺗﻜﺎن دادن ﺑﺎ دﺳﺖ اﻓﺰوده ﺷﺪه و ﻣﻴ
ﻣﺘﻌﺎﻗﺒﺎ ﻳﻚ ﻣﺮﺣﻠﻪ . دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮ روي ﻳﺦ ﻧﮕﻬﺪاري ﮔﺮدﻳﺪ  5ﺑﻪ ﻣﺪت 
دﻗﻴﻘﻪ اﻧﺠﺎم ،  و ﻓﺎز آﺑﻲ  51ﺑﻤﺪت   00021mprﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺑﺎ دور 
ﺑﻪ ﻳﻚ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺟﺪﻳﺪ اﻧﺘﻘﺎل  ANRﺑﺎﻻي ﻟﻮﻟﻪ ﺑﻌﻨﻮان ﻓﺎز ﺣﺎوي 
ودن ﻳﻚ ﺣﺠﻢ اﻳﺰوﭘﺮوﭘﺎﻧﻮل  ﻣﻮﺟﻮد در ﻓﺎز آﺑﻲ ﺑﺎ اﻓﺰ  ANR. ﻳﺎﻓﺖ
 57%ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ اﺗﺎﻧﻞ  1در آﺧﺮ رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻠﻪ ﺑﺎ . رﺳﻮب داده ﺷﺪ
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ آب دو ﺑﺎر ﺗﻘﻄﻴﺮ  03ﺷﺴﺘﻪ و ﭘﺲ از ﺧﺸﻚ ﺷﺪن در 
ﺣﻞ   )CPED(درﺻﺪ دي اﺗﻴﻞ ﭘﻴﺮوﻛﺮﺑﻨﺎت  0/1درﻣﺎن داده ﺷﺪه ﺑﺎ 
  . ﮔﺮدﻳﺪ
در روش ﻫﺎي ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺳﺘﻮﻧﻲ از ﻛﻴﺖ ﻫﺎي ﺗﺠﺎري 
 ANR ,lariV eruP hgiH و( ﺳﻴﻨﺎژن، اﻳﺮان) ANR erupanniC
در ﻫﺮ ﻳﻚ از اﻳﻦ روش ﻫﺎ .  اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ ( ، آﻟﻤﺎنehcoR) tiK
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از وﻳﺮوس ﻃﺒﻖ دﺳﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ ﺑﺎ ﻣﻮاد ﻣﻮﺟﻮد در  051ﻧﻴﺰ 
ﻣﺤﻠﻮل ﻫﺎي ﻟﻴﺰ ﻛﻨﻨﺪه و رﺳﻮب دﻫﻨﺪه از ﻛﻴﺖ )ﻛﻴﺖ ﻫﺎ 
ﻨﻨﺪه و ﻣﺤﻠﻮل ﻟﻴﺰ ﻛﻨﻨﺪه و ﻣﺤﻠﻮل ﺣﺬف ﻣﻬﺎرﻛ ANR erupanniC
ﻣﺨﻠﻮط    ehcoR,tiK ANR , lariV eruP hgiHاز ﻛﻴﺖ  ANR
دور در دﻗﻴﻘﻪ  ﺑﺮاي رﺳﻮب دﻫﻲ  00001و ﻫﺮ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ 
از ﺳﺘﻮن ﻫﺎي ﺟﺬب ﻛﻨﻨﺪه    ANDاز   ANRﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ و ﺟﺪاﺳﺎزي  
در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪ ﺳﺘﻮن ﻫﺎ ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل ﻫﺎي . ﻋﺒﻮر داده ﺷﺪ ANR
 ANRﺷﺴﺘﻪ و   )reffuB noituloS(ﺷﺴﺘﺸﻮي ﻣﻮﺟﻮد در ﻛﻴﺖ ﻫﺎ
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ آب دو ﺑﺎر ﺗﻘﻄﻴﺮ درﻣﺎن  03ﻣﺘﺼﻞ ﺷﺪه ﺑﻪ ﺳﺘﻮن ﻫﺎ ﺑﺎ 
  . ﺟﺪاﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ   CPED داده ﺷﺪه ﺑﺎ 
ﺗﻜﺮار اﻧﺠﺎم  3روش ﻓﻮق ﺣﺪاﻗﻞ  در  4ﺑﺎ ﻫﺮ ﻳﻚ از  ANRاﺳﺘﺨﺮاج 
ﻫﺎي ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه ﺗﺎ زﻣﺎن آزﻣﺎﻳﺶ در ﻓﺮﻳﺰر ﻣﻨﻔﻲ  ANRﮔﺮدﻳﺪ و 
  . درﺟﻪ ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪﻧﺪ 07
ﻫﺎي اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از دﺳﺘﮕﺎه  ANRﺮي ﻏﻠﻈﺖ  ﮔﻴ ﺟﻬﺖ اﻧﺪازه
ﺑﻪ اﻳﻦ ﻣﻨﻈﻮر . ﺷﺪ اﺳﺘﻔﺎده)ASU ,cifitneicS omrehT( ﻧﺎﻧﻮدراپ 
 ( Hp= 7/4)ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر01اﺳﺘﻔﺎده از ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺮﻳﺲ  ﺑﺎ  اﺑﺘﺪا ﻫﺮ ﻧﻤﻮﻧﻪ 
ن در ﻃﻮل ﻣﻮج آﺟﺬب ﻧﻮري   رﻗﻴﻖ ﺷﺪه و ﺳﭙﺲ  1/01ﻧﺴﺒﺖ  ﺑﻪ 
ر ﺑﺮرﺳﻲ ﻏﻠﻈﺖ  د . ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي ﺷﺪ 082و  062ﻫﺎي 
ﺑﻌﻨﻮان  ﺷﺎﻫﺪ از آب ﻣﻘﻄﺮ اﺳﺘﺮﻳﻞ ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪه  ﺑﻪ  ﻧﺴﺒﺖ   ANR
ﻧﻤﻮﻧﻪ   3از ﻫﺮ روش اﺳﺘﺨﺮاج  . ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ ﺗﺮﻳﺲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ 1/01
 ANRﻣﻮرد  ﺳﻨﺠﺶ  ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ  و ﺳﭙﺲ ﻣﻴﺎﻧﮕﻴﻦ ﻏﻠﻈﺖ  
( ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم در ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ)اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﺎ  ﻫﺮ روش  
 ANRﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺧﻠﻮص .  ﺗﻌﻴﻴﻦ ﮔﺮدﻳﺪن  آﻫﻤﺮاه ﺑﺎ اﻧﺤﺮاف ﻣﻌﻴﺎر 
ﺑﻪ  062در ﻃﻮل ﻣﻮج  ﻫﺎي اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﺮ اﺳﺎس ﻧﺴﺒﺖ ﺟﺬب 
 DOﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ  ANRﺑﺮاي ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﻏﻠﻈﺖ  .ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﺷﺪ 082
را در ﻓﺮﻣﻮل زﻳﺮ ﮔﺬاﺷﺘﻪ و ﻏﻠﻈﺖ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم ﺑﺮ  
 :ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﺪﺳﺖ ﻣﻲ آﻳﺪ 
 lµ/gn ═ rotcaf noitulid ×05 × 062DO 
   DO. ﻗﺮار داده ﻣﻲ ﺷﻮد 05را ﺑﺠﺎي    04ﻋﺪد   ANRاي ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮ
ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم ﺑﺮ ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ  از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ  04داراي    ANRﺑﺮاي 
 . )2991 , .la te lebusuA(اﺳﺖ 
آزﻣﺎﻳﺶ روﻧﻮﺷﺖ ﺑﺮداري ﻣﻌﻜﻮس و واﻛﻨﺶ زﻧﺠﻴﺮه اي ﭘﻠﻴﻤﺮاز  































  ...ﺗﺠﺎري ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺸﺨﻴﺺ  وﻳﺮوس وﻳﺮﻣﻲ ﺑﻬﺎره ﻛﭙﻮر ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ ANR ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﭼﻬﺎر ﻛﻴﺖ اﺳﺘﺨﺮاج   ﻫﻤﻜﺎرانو  ﻣﺮﺗﻀﺎﻳﻲ 
 ٤٥
 
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮاي ﺳﻨﺠﺶ  3ﺷﺪه ﻫﺮ روﺷﻲ اﺳﺘﺨﺮاج   ANRاز 
و    pordonaNﺑﺎ دﺳﺘﮕﺎه ﻧﺎﻧﻮدراپ  ANRاﺳﭙﻜﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮﻳﻚ ﻣﻴﺰان 
ﺑﺮاي ﺗﻬﻴﻪ .ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ  ANDcﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮاي ﺗﻬﻴﻪ  3
از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺶ ( ﭘﻴﻜﻮﻣﻮل  02) ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ  1، ﺑﻪ ﻫﺮ ﻧﻤﻮﻧﻪ  ANDc
 CTA CAT CGA CTA CTA TCT´5: F  CVS (ﺑﺮﻧﺪه 
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ  56دﻗﻴﻘﻪ در  5اﻓﺰوده و ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت   )´3TT ACG
ﮔﺮاد ﺣﺮارت داده ﺷﺪه ﺳﭙﺲ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﻼﻓﺎﺻﻠﻪ ﺑﺮ روي ﻳﺦ ﺳﺮد ﺷﺪه و 
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﻣﻬﺎرﻛﻨﻨﺪه آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي  0/5، x01ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ  2ﺑﻪ آن 
.  اﻓﺰوده ﺷﺪ sPTNdﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ  2، )kcolobiR(رﻳﺒﻮﻧﻮﻛﻠﺌﺎز 
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ  73در دﻣﺎي  دﻗﻴﻘﻪ 5ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺣﺎوي اﻳﻦ ﻣﺨﻠﻮط 
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ آﻧﺰﻳﻢ رﻳﻮرس  1ﮔﺮاد ﻗﺮار داده ﺷﺪ و ﭘﺲ از اﻓﺰودن 
درﺟﻪ  24ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي  1  )TR evluM-M(ﺗﺮاﻧﺲ ﻛﺮﻳﭙﺘﺎز 
. درﺟﻪ ﮔﺮﻣﺨﺎﻧﻪ ﮔﺬاري ﺷﺪ  07دﻗﻴﻘﻪ در  01ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد و ﺳﭙﺲ 
 52ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه ﺑﺎ   ANDcﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از  5،  RCPﺑﺮاي اﻧﺠﺎم 
 qat lu / stinu 80.0 ( x2 ximretsaMﻜﺲ ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﻣﺴﺘﺮﻣﻴ
 )sPTNd hcae fo Mm4.0 ,2lcgmMm3 ,esaremylop AND
 F  CVS  (ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻫﺮ ﻳﻚ از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﭘﻴﺶ ﺑﺮﻧﺪه 1  
و )´3TT ACG CTA CAT CGA CTA CTA TCT´5:
 GTA AGA CAA GTA AAT CTC :I2RCVS(ﻣﻌﻜﻮس 
. ﻮط ﮔﺮدﻳﺪ ﻣﺨﻠ  CPEDﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ آب  81و  )AI CAT GGG
ﺛﺎﻧﻴﻪ  03درﺟﻪ ،  49دﻗﻴﻘﻪ در  3دﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮﻣﻮﺳﻴﻜﻠﺮ ﺑﺎ ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ دﻣﺎﻳﻲ 
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ  27دﻗﻴﻘﻪ در  1درﺟﻪ و  45ﺛﺎﻧﻴﻪ در  03درﺟﻪ ،  49در 
درﺟﻪ اﻧﺠﺎم  27دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮاي  01ﺗﻜﺮار و در ﻧﻬﺎﻳﺖ  53ﮔﺮاد  ﺑﺮاي 
  . ﮔﺮدﻳﺪ 
  
  ﻧﺘﺎﻳﺞ
اج ﺷﺪه اﺳﺘﺨﺮ ANR ﺑﺮ روي   RCP-TRﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣﺎﺻﻞ از آزﻣﺎﻳﺶ  
 0002QI , SULP-XNRﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻣﺤﻠﻮل       VCVSاز 
 HGIHو   ANR ERUPANNIC ,NOITCARTXE ANR
در ﺷﻜﻞ ﻫﺎي زﻳﺮ ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه   EHCOR TIK ANR ERUP
ﻫﻤﺎن ﮔﻮﻧﻪ ﻛﻪ در ﺗﺼﺎوﻳﺮ ﻣﺸﺨﺺ اﺳﺖ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻣﺨﻠﻮط .اﺳﺖ 
و دو روش  SULP-XNRﺗﺠﺎري  ﮔﻮاﻧﻴﺪﻳﻦ اﻳﺰوﺗﻴﻮﺳﻴﺎﻧﺎت و ﻓﻨﻞ 
ﺑﻪ  pb 084  ANR ﻣﺜﺒﺖ و ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ   RCP-TRﺳﺘﻮﻧﻲ آزﻣﺎﻳﺶ 
 ﺑﻪ روش   ANRاﻣﺎ در روش اﺳﺘﺨﺮاج . ﺧﻮﺑﻲ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﺎﻓﺘﻪ اﺳﺖ 


















:  M،   XNR sulp-ﻣﺤﻠﻮل اﺳﺘﺨﺮاج:   D، 0002QIﻛﻴﺖ : Cﻛﻴﺖ ﺳﺘﻮﻧﻲ  ﺳﻴﻨﺎژن ، :  B،   ehcoRﻛﻴﺖ ﺳﺘﻮﻧﻲ  : A : 1ﻧﻤﻮدار































  2931ﻣﺴﺘﺎن ز/4ﺷﻤﺎره/ومﺑﻴﺴﺖ و د ﺳﺎل                                                                          ﻣﺠﻠﻪ ﻋﻠﻤﻲ ﺷﻴﻼت اﻳﺮان
 ٥٥
 
ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﺎﻓﺘﻪ در   ANRﻋﻼوه ﺑﺮ اﻳﻦ از ﻧﻈﺮ ﻛﻤﻲ ﻧﻴﺰ ﺑﻄﻮرﻛﻠﻲ ﻣﻴﺰان 
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﺮ اﺳﺎس روش ﺳﺘﻮﻧﻲ ﺑﻴﺶ از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي 
  ANRﺑﺮ اﺳﺎس ﺟﺬب ﻧﻮري . ﻛﻠﺮوﻓﺮم ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ  –ﺑﺮ ﭘﺎﻳﻪ ﻓﻨﻞ 
اﺳﺘﺨﺮاج   ANRﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ﻣﻴﺰان  062اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه در ﻃﻮل ﻣﻮج 
  EHCOR TIK ANR ERUP HGIHﺷﺪه ﺑﺎ روش ﺳﺘﻮﻧﻲ 
ﺑﺪﺳﺖ   ANRﻣﻘﺪار  . ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم ﺑﺮ ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﻮده اﺳﺖ  13/67
  . ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖ  1آﻣﺪه از ﻫﺮ ﭘﺮوﺗﻜﻞ در ﺟﺪول 
اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه در  ﭼﻬﺎر  ANR ﻏﻠﻈﺖ و ﺟﺬب ﻧﻮري: 1ﺟﺪول 
 ANRﻛﻴﺖ   ﺟﺪاﺳﺎزي 
  روش ﺟﺪاﺳﺎزي
 ANRﻏﻠﻈﺖ 







ﺷﺮﻛﺖ   sulP-XNR
  ﺳﻴﻨﺎژن
  1/13±/.61  8/5 ± 3/14
  noitcartxE ANR
  0002qI ﺷﺮﻛﺖ
  ﺗﺎﻳﻮان
  1/44 ± 0/31  5/9 ± 4/21
روش ﺳﺘﻮﻧﻲ 
  ANR eruPanniC
  1/84 ± 0/31  61/12 ± 7/21
 , lariV eruP hgiH
ﺷﺮﻛﺖ  tiK ANR
  ش ﺳﺘﻮﻧﻲرو  ehcoR
  1/88± 0/11  13/67 ± 61/52
  
  ﺑﺤﺚ 
ﺗﺸﺨﻴﺺ ﺻﺤﻴﺢ و ﺳﺮﻳﻊ ﺑﻪ ﺟﻬﺖ ﭘﻴﺸﮕﻴﺮي و دوري ﺟﺴﺘﻦ از 
. ﭘﺨﺶ ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎري ﺑﺨﺼﻮص وﻳﺮوس ﻫﺎ ﺑﺴﻴﺎر ﺿﺮوري اﺳﺖ 
ﺑﻴﻤﺎري وﻳﺮﻣﻲ ﺑﻬﺎره ﻛﭙﻮر ﭼﻨﺪﻳﻦ روش آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ ﺗﺸﺨﻴﺼﻲ ﺑﺮاي 
ﻫﺮ ﭼﻨﺪ ﻛﻪ درﺳﺘﻲ و ﺻﺤﺖ ﺑﻌﻀﻲ ، وﺟﻮد دارد ( VCVS)ﻣﺎﻫﻴﺎن 
ﻄﻮر ﻛﺎﻣﻞ ﻫﻨﻮز ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻧﺸﺪه وﻟﻲ ﺑﺮاي ﺗﺸﺨﻴﺺ وﻳﺮوس  ﺑﻬﺎره از آﻧﻬﺎ ﺑ
ﻳﻜﻲ از ﺳﺮﻳﻊ ﺗﺮﻳﻦ و ﻣﻄﻤﺌﻦ ﺗﺮﻳﻦ   EIOﻛﭙﻮر ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺑﺮ ﻃﺒﻖ ﻧﻈﺮ 
ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ   RCP-TR آﻧﻬﺎ اﺳﺘﻔﺎده از واﻛﻨﺶ زﻧﺠﻴﺮه اي ﭘﻠﻴﻤﺮاز 
اﻳﻦ روش ﮔﺮﭼﻪ در ﻛﻨﺎر ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮل  وﻳﺮوس  از ( . 2102,EIO)
ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ وﻟﻲ  ﻳﻜﻲ از  روش ﻫﺎي ﺑﺴﻴﺎر ﺣﺴﺎس  و داراي اﻋﺘﺒﺎر
ﺳﺎﻟﻢ و ﺧﺎﻟﺺ   ANRﺟﻨﺒﻪ ﻫﺎي ﺑﺴﻴﺎر ﻣﻬﻢ اﻳﻦ روش ﺑﺪﺳﺖ آوردن 
از ﺑﺎﻓﺖ ﻳﺎ ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮل و ﭘﻴﺸﮕﻴﺮي از ﺗﺨﺮﻳﺐ آن در ﺣﻴﻦ ﺟﺪاﺳﺎزي 
 esrever(ﺑﻪ ﺟﻬﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻮﺛﺮ در روش ﻫﺎﻳﻲ ﻣﺜﻞ 
 esrever evitatitnauq( و  RCP-TR ) RCP esatpircsnart
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻨﻜﻪ . ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ   RCP-TRq)RCP esatpircsnart
-TRاﻛﺜﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﺮ روي اﻳﻦ وﻳﺮوس ﺑﺮ ﭘﺎﻳﻪ ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ و روش 
واﺑﺴﺘﻪ اﺳﺖ وﻟﻲ ﺗﺎﻛﻨﻮن  ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اي ﺟﻬﺖ اﻧﺘﺨﺎب ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ   RCP
ﺑﻴﺸﺘﺮﻳﻦ . اﻳﻦ وﻳﺮوس اﻧﺠﺎم ﻧﺸﺪه اﺳﺖ ANR اﺳﺘﺨﺮاج روش
در   ANR ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت اﻧﺠﺎم ﺷﺪه ﺑﺮاي روش ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ  اﺳﺘﺨﺮاج 
ﺑﻪ دﻟﻴﻞ دارا ﺑﻮدن ﺗﺮﻛﻴﺒﺎت ﭘﻠﻲ ﺳﺎﻛﺎرﻳﺪي ، ﭘﻠﻲ ﻓﻨﻠﻲ  زﻣﻴﻨﻪ ﮔﻴﺎﻫﺎن
و ﻣﺘﺎﺑﻮﻟﻴﺖ ﻫﺎي ﺛﺎﻧﻮﻳﻪ ﺑﻮده اﺳﺖ، زﻳﺮا اﻳﻦ ﺗﺮﻛﻴﺒﺎت  ﺑﺎ اﺗﺼﺎل ﺑﻪ 
 eY(ﻣﻴﮕﺮدد   ANR اﺳﻴﺪ رﻳﺒﻮﻧﻮﻛﻠﺌﻴﻚ  ﺑﺎﻋﺚ ﻧﺎﺧﺎﻟﺼﻲ و ﺗﺨﺮﻳﺐ 
  . ) 2102 ,.la te  yK ; 9002 ,.la te
وش ﻫﺎي ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ ر  RCP-TR در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ  ﻧﺘﺎﻳﺞ 
ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ  اﺳﺘﺨﺮاج   erupanniC و   ehcoRﺳﺘﻮﻧﻲ ﻛﻴﺖ ﺗﺠﺎري 
-TRﻧﺘﺎﻳﺞ . را در ﺑﺮ داﺷﺖ  CVSوﻳﺮوس   ANRﻣﻮﺛﺮﺗﺮ و ﺑﻴﺸﺘﺮ 
اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﺎ ﻫﺮ ﻳﻚ از اﻳﻦ روش ﻫﺎ ﻧﻴﺰ   ANRﺑﺎ ﻣﻴﺰان   RCP
اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه   ANRزﻳﺮا ﺑﺮ اﺳﺎس ﺟﺬب ﻧﻮري . ﻫﻤﺨﻮاﻧﻲ داﺷﺖ 
اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه در روش   ANRﺰان ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ ، ﻣﻴ 062در ﻃﻮل ﻣﻮج 
 –ﺑﻴﺸﺘﺮ از روش ﻫﺎي ﻓﻨﻞ   erup anniC،  ehcoRﻛﻴﺖ ﺗﺠﺎري 
-XNRو ﻣﺤﻠﻮل اﺳﺘﺨﺮاج    0002QIﻛﻠﺮوﻓﺮم ﻛﻴﺖ ﺗﺠﺎري 
اﻛﺜﺮ ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ ﻳﺎ از روش ﺑﺮ   ANRﺑﺮاي ﺟﺪاﺳﺎزي . اﺳﺖ  SULP
 ; 7002 ,.la te oaT)ﻛﻠﺮوﻓﺮم –ﭘﺎﻳﻪ ﻛﻴﺖ ﻫﺎي ﺗﺠﺎري ﻓﻨﻞ 
 oP-oiL ; 2002 ,l.a te namffoH ; 9991 ,.la te avokhserO
و (  3002 ,. la te enotS ;7002 ,.la te  gneT ; 9002 ,.la te
 ;8002 ,.la te apavihS) ﻳﺎ از ﻛﻴﺖ ﻫﺎي ﺗﺠﺎري ﺳﺘﻮﻧﻲ 
 ,.la te ntuoK ; 7002 , relliM ,1102 ,.la te ipehxeR
اﺳﺘﻔﺎده ﻛﺮده اﻧﺪ، وﻟﻲ ﻫﻴﭽﮕﻮﻧﻪ ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ اي ﺑﻴﻦ اﻳﻦ دو   )3002
و ﻣﻴﺰان      ANRاﻧﺠﺎم ﻧﺸﺪه اﺳﺖ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ  روش 
در ﻣﺤﻴﻂ، دﺳﺖ، ﻣﻮاد آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ ﺳﺮ    esaNRﺑﺎﻻي  آﻧﺰﻳﻢ 
ﺑﺴﻴﺎر زﻳﺎد    ANRﺳﻤﭙﻠﺮ  و ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﻫﺎ  اﺣﺘﻤﺎل ﺗﺨﺮﻳﺐ  
  . اﺳﺖ
از ﻃﺮﻓﻲ در روش ﺳﺘﻮﻧﻲ ﻃﻮل زﻣﺎن آزﻣﺎﻳﺶ و ﻣﻴﺰان ﻋﻤﻠﻴﺎت 
ﻤﺎل ﺧﻄﺎ و ﻳﺎ آﻟﻮدﮔﻲ ﺑﺮداﺷﺖ و اﻧﺘﻘﺎل ﻣﺎﻳﻌﺎت ﺑﻤﺮاﺗﺐ ﻛﻤﺘﺮ و اﺣﺘ
ﺑﺎ اﺗﺎﻧﻞ و دﻳﮕﺮ ﻣﻮاد ﻛﺎﻫﺶ داﺷﺖ زﻳﺮا اﺗﺎﻧﻞ ﺧﻮد ﺑﻌﻨﻮان ﻳﻚ ﻋﺎﻣﻞ 
دارد   ANRﻛﻠﺮوﻓﺮم اﺛﺮات ﺳﻮﻳﻲ ﺑﺮ   –ﺗﺨﺮﻳﺐ در روش ﻓﻨﻞ 































 ﻲﻳﺎﻀﺗﺮﻣ  ونارﺎﻜﻤﻫ   جاﺮﺨﺘﺳا ﺖﻴﻛ رﺎﻬﭼ ﻪﺴﻳﺎﻘﻣ RNA ﻲﻟﻮﻤﻌﻣ رﻮﭙﻛ هرﺎﻬﺑ ﻲﻣﺮﻳو سوﺮﻳو  ﺺﻴﺨﺸﺗ رﻮﻈﻨﻣ ﻪﺑ يرﺎﺠﺗ...  
٥٦ 
 
ﺺﻴﺨﺸﺗ ياﺮﺑ ﻪﻛ ﺎﻫ هﺎﮕﺸﻳﺎﻣزآRNA     شور زا  ﺎﻫ سوﺮﻳو
ﻲﻟﻮﻜﻟﻮﻣ PCR  ﻣ هدﺎﻔﺘﺳا ﺦﺳﺎﭘ رد بذﺎﻛ ﻲﻔﻨﻣ ﺎﻄﺧ ﻦﻴﻟوا دﻮﺷ ﻲ
ﺐﻳﺮﺨﺗ ﺶﻳﺎﻣزآRNA   ﺖﺳا نآ جاﺮﺨﺘﺳا شور ﻪﻄﺳاﻮﺑ  .Tolosa 
 نارﺎﻜﻤﻫ و)2007 ( جاﺮﺨﺘﺳا ﻪﻛ ﺪﻧا هدﻮﻤﻧ ناﻮﻨﻋ RNA   ﻪﻳﺎﭘ ﺮﺑ
 و ﺮﺑرﺎﻛ ياﺮﺑ ﺮﺘﻤﻛ تاﺮﻄﺧ ياراد ، نآ ﻦﻴﻳﺎﭘ ﻪﻨﻳﺰﻫ ﺮﺑ هوﻼﻋ ﻲﻧﻮﺘﺳ
  صﻮﻠﺧ ﻦﻴﻨﭽﻤﻫ RNA دراد ﺮﺑ رد ار .Rosado نارﺎﻜﻤﻫ و 
)2007 ( جاﺮﺨﺘﺳا ياﺮﺑ   RNA  يﺎﻫ سوﺮﻳوVNNV(Viral 
Nervous Necrosis Virus) وVHSV(Viral Hemorragic 
Septicemia Virus)  ﻲﻧﻮﺘﺳ ﺖﻴﻛ شور زاRoche  هدﻮﻤﻧ هدﺎﻔﺘﺳا
 زا ﻲﻳﻻﺎﺑ صﻮﻠﺧ و RNA  ﺖﺳا هدروآ ﺖﺳﺪﺑ ار .Nour   و
 نارﺎﻜﻤﻫ)2010 (  ﻦﻴﻨﭽﻤﻫ وJakovljevic   نارﺎﻜﻤﻫ و)2010 (
 ﺖﻴﻤﻛ و ﺖﻴﻔﻴﻛ ﺰﻴﻧRNA   ار ﻲﻧﻮﺘﺳ ﺖﻴﻛ شور ﺎﺑ هﺪﺷ جاﺮﺨﺘﺳا
ﻞﻨﻓ يﺎﻫ شور ﻪﻳﺎﭘ ﺮﺑ جاﺮﺨﺘﺳا زا ﺮﺘﻬﺑ- و ،ﻪﺘﺴﻧاد مﺮﻓوﺮﻠﻛ
 ﺪﻴﻛﺎﺗ رﺎﻴﺴﺑ هدﺎﻣ ود ﻦﻳا ندﻮﺑ ﻲﻤﺳ تاﺮﻄﺧ يور صﻮﺼﺨﺑ   
ﺪﻧا هدﻮﻤﻧ .Kurar   نارﺎﻜﻤﻫ و)2010 ( ﻪﭼﺮﮔ ﺪﻧا هدﻮﻤﻧ ناﻮﻨﻋ ﺰﻴﻧ
 ﺪﻴﻟﻮﺗ ناﺰﻴﻣRNA ﻪﺑ ﺖﺒﺴﻧ ﻲﻧﻮﺘﺳ شور رد  ﻞﻨﻓ شور–  مﺮﻓوﺮﻠﻛ
هدﻮﺑ ﺮﺘﺸﻴﺑ  ﺎﺑ ﻲﮔدﻮﻟآ ياراد ﻲﻟو DNA ﺖﺳا هدﺮﻛ هﺪﻫﺎﺸﻣ ﺰﻴﻧ .
 زا ﻪﻛ ﻲﻧﺎﻣز ﻦﻴﻨﭽﻤﻫ ﺎﻬﻧآDNase  هدﺮﻛ هدﺎﻔﺘﺳا جاﺮﺨﺘﺳا نﺎﻣز رد
 زا يﺮﺘﻬﺑ صﻮﻠﺧ ناﺰﻴﻣ ﺪﻧا RNA  هدﺮﻛ هﺪﻫﺎﺸﻣ  ﻲﻧﻮﺘﺳ شور رد
ﺪﻧا . صﻮﻠﺧ ناﺰﻴﻣ ﺰﻴﻧ ﻖﻴﻘﺤﺗ ﻦﻳا ردRNA    ﻲﻧﻮﺘﺳ يﺎﻫ ﺖﻴﻛ رد
ﻛ ﻲﮔدﻮﻟآ و و ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ ﻪﺑ نآ ﺮﺘﻤDNA    پاردﻮﻧﺎﻧ هﺎﮕﺘﺳد ﺎﺑ ﻪﻛ
 زا هدﺎﻔﺘﺳا ﻪﻳﺎﭘ ﺮﺑ يﺎﻫ ﺖﻴﻛ  زا ﺮﺘﺸﻴﺑ ﺐﺗاﺮﻣ ﻪﺑ  و يﺮﻴﮔ هزاﺪﻧا
ﺪﻳدﺮﮔ هﺪﻫﺎﺸﻣ  مﺮﻓوﺮﻠﻛ ﻞﻨﻓ و تﺎﻧﺎﻴﺳﻮﻴﺗ ﻦﻳﺪﻴﻧاﻮﮔ شور . ﻲﻓﺮﻃ زا
 جاﺮﺨﺘﺳا ردRNA   ﻞﻨﻓ شور ﺎﺑ–  ﺖﻴﻛ ﻦﻴﺑ ﻲﻳﺎﻫ توﺎﻔﺗ مﺮﻓوﺮﻠﻛ
ﺗ ﻢﻬﻣ زا ﻪﻛ دراد دﻮﺟو يرﺎﺠﺗ يﺎﻫ فﻼﺘﺧا ﻪﺑ ناﻮﺘﻴﻣ نآ ﻦﻳﺮ
 رد ژﻮﻔﻳﺮﺘﻧﺎﺳ رد هدﺎﻔﺘﺳا درﻮﻣ يﺎﻫﺎﻣدRNX-PLUS   وIQ2000  
 دﺮﻛ  هرﺎﺷا  . ﻪﺠﻴﺘﻧ ناﻮﺗ ﻲﻣ ﺮﺿﺎﺣ ﻪﻌﻟﺎﻄﻣ  سﺎﺳا ﺮﺑ ﻲﻠﻛرﻮﻄﺑ
 جاﺮﺨﺘﺳا ياﺮﺑ ﻪﻛ ﺖﻓﺮﮔRNA   ﺮﻈﻧ زا ﻲﻧﻮﺘﺳ شور زا هدﺎﻔﺘﺳا
 ﻞﻨﻓ ﻪﻳﺎﭘ ﺮﺑ يﺎﻫ شور زا ﺮﺘﻬﺑ ﺐﺗاﺮﻤﺑ ﺪﻴﻟﻮﺗ ناﺰﻴﻣ و صﻮﻠﺧ– 
ﻣ مﺮﻓوﺮﻠﻛﺪﺷﺎﺑ ﻲ .  
  
ﻊﺑﺎﻨﻣ 
Ahne, W., Bjorklund, H. V., Essbauer, S., Fijan, N., 
Kurath, G. and Winton, J. R., 2002. Spring 
Viraemia Carp (SVC). Diseases 
of Aquatic Organisms, 52: 261-272 
Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, 
D. D., Seidman, J. G. and Struhl, K., 1992. Short 
protocols in molecular biology. John Wiley and 
Sons Pub. USA, 4777P. 
Chen, Z. Y., Liu, H., Li, Z. Q. and  Zhang, Q. Y., 
2008. Development and characterization of 
monoclonal antibodies spring viraemia of carp 
virus. Veterinary Immunology and 
Immunpathology, 123: 266-276.  
Dixon, P. F., and Longshaw, C. B., 2005. Assessment 
of commercial test kits for identification of spring 
viraemia of carp virus. Diseases 
of Aquatic Organisms, 67: 25-29. 
Fijan, N., 1999. Spring viraemia of carp and other 
viral diseases and agents of warm water fish. pp: 
177-244.  
Woo, P. T. K., Leatherland,  J. F. and Bruno, D. W., 
2011. Fish Diseases and Disorders. Vol. 3. CAB 
books. 
FAO, 2012. The state of world fisheries and 
aquaculture 2012. FAO Fisheries and Aquaculture 
Department. Rome. 197P. 
Gaafar, A. Y.,  Vesley, T., Nakai, T., El-Manakhly, 
E. M., Soliman, M. K., Soufy, H., Zaki, M. S., 
Mohamed, S. G., Kenawy, A. .M., El-Neweshy, 
M. S. and Younes, A., 2011. Histopathological and 
ultrastructural study of experimental spring 
viraemia of carp (svc) infection of common carp 
with comparison between different 
immunohistodiagnostic techniques efficacy. Life 
Science Journal, 8(3): 523-533. 
Garver, K. A., Dwilow, A. G.,   Richard, J.,   Booth, 
T. F.,   Beniac,  D. R. and Souter, B. W., 2007. 
First detection and confirmation of spring viraemia 































ناﺮﻳا تﻼﻴﺷ ﻲﻤﻠﻋ ﻪﻠﺠﻣ                                                                          لﺎﺳ د و ﺖﺴﻴﺑمو/هرﺎﻤﺷ4/ز نﺎﺘﺴﻣ1392  
٥٧ 
 
from Hamilton Harbour, Lake Ontario, Canada. 
Journal of Fish Diseases, 30(11): 665-671. 
Goodwin, A. E., 2009.  Spring viraemia of carp virus 
(SVCV): Global status of outbreaks, diagnosis, 
surveilance and research.  The Israeli Journal of 
Aquaculture, 61(3): 180-187. 
Hoffmann, B., Schutze, H. and Mettenleiter, T.C., 
2002. Determination of the complete genomic 
sequence and analysis of the products of the virus 
of spring viraemia of carp, a fish rhabdovirus . 
Virus Research, 84: 89-100.  
Jakovljevic, K. V., Milena, M. R., Spasic, R., 
Malisic E. J., Dobicic, J. D., Krivokunca, A. M.,  
Jankovic,  R. N., 2010. Comparison of phenol-
based and alternative RNA isolation methods for 
gene expression analysis. Journal of the Serbian 
Chemical Society. 75(8): 1053-1061. 
Koutna, D., Vesely, T., Psikal, I. and Hulova, J., 
2003. Identification of spring viraemia of carp virus 
(SVCV) by combined RT-PCR and nested PCR. 
Diseases of Aquatic Organisms, 55: 229-235.  
Kurar, E., Osman, Ali, M., Guzeloglu, A., Ozsensoy, 
Y. and Semacan, A., 2010. Comparison of five 
different RNA isolation methods from equine 
endometrium for gene transcription analysis . 
Kafkas Üniversitesi Veteriner Fakültesi Dergisi, 
16(5): 851-855. 
Ky, H., Yeap, S. P. and  Napis, S. B., 2012. The best 
method for isolated total RNA from durian tissues. 
International Food Research Journal, 19(3): 1181-
1183. 
Lio-Po, G., Amar, E., De, la, Pena, L., Orozco, Z. 
G., Faisan, J., Suarnaba, V. and Belle, Tubo, D., 
2009. Surveillance of emerging fish viral pathogens 
in some southeast Asian countries.  The Israeli 
Iournal of Aquacuclture, 61(3): 208-214. 
Liu, H., Gao, L. and Shi, X., 2004. Isolation of 
spring viraemia of carp virus (SVCV) from cultured 
koi (Cyprinus carpio koi) and common carp (C-carpio 
carpio) in PR China. Bulletin of the European 
Association of Fish Pathologists, 24(4): 194–202.  
Miller O., 2007. Molecular epidemiology  of outbreaks 
of spring viraemia of carp virus in  north America, 
Europe and Asia .PhD.Thesis North Carolina State 
University. 140 P.  
Nour, M. A., Barbour, E. K., Depint, F., Dooms, M., 
Niang, K., Dulac, A., Niambu, C. N. and Poillart, 
P. R., 2010. Comparison of five RNA extraction 
methods from rabbits blood. Agriculture and 
Biology Journal of North America, 20: 186-192. 
O.I.E. 2012. Manual of Diagnostic tests for Aquatic 
Animals: Spring Viraemia of carp., pp: 357 – 373  
Oreshkova, S. F., Shchelkunov, I. S., Tikunova, N. 
V., Shchelkunova, T. I., Puzyrev, A. T. and 
Ilyichev, A. A., 1999. Detection of spring viraemia 
of carp virus isolates by hybridization with non-
radioactive probes and amplification by polymerase 
chain reaction. Virus Research, 63: 3-10.  
Plesko, I. M., Marn, M. V. and Toplack N., 2011. 
Total RNA extraction method and Prunus species 
influence the detection of Plum pox potyvirus by 
real time RT-PCR. Acta Agriculture Slovenia, 97: 
105-113. 
Pollard, J. W. and Walker, J, .M., 1990. Animal cell 
culture. Hummana Press, USA. 713P. 
Reschova, S., Pokorova, D.,  Nevorankova,  Z., 
Holuva, J. and Vesely T., 2007. Detection of 
spring viraemia of carp virus (SVCV) with 
monoclonal antibodies. Veterinaria Medicina, 52: 
308-316. 
Rexhepi, A., Berxholi, K., Scheinert, P., Hamidi, A. 































 ﻲﻳﺎﻀﺗﺮﻣ  ونارﺎﻜﻤﻫ   جاﺮﺨﺘﺳا ﺖﻴﻛ رﺎﻬﭼ ﻪﺴﻳﺎﻘﻣ RNA ﻲﻟﻮﻤﻌﻣ رﻮﭙﻛ هرﺎﻬﺑ ﻲﻣﺮﻳو سوﺮﻳو  ﺺﻴﺨﺸﺗ رﻮﻈﻨﻣ ﻪﺑ يرﺎﺠﺗ...  
٥٨ 
 
some freshwater fish in the Republic of Kosovo. 
 Veterinarski arhiv, 81(3): 405-441. 
Rosado, E. G., Cano, I., Antoniv, B. M., Labella, A., 
Manchado, M., Alonso, M., Castro, D. and 
Borrego, J., 2007. Co-Occurrence of viral  and 
bacterial pathogens in disease outbreaks affecting 
newly  cultured Sparid fish. International 
Microbiology, 10: 193-198. 
Shivappa, R., Kozlowicz, S., Rolland, J., Corsin, F., 
Way, K. and  Levine, J., 2008. Spring viraemia of 
carp in the United States of America: Evaluation of 
current diagnostics. Diseases in Asian Aquaculture, 
6: 143-156. 
Soliman, M. K.,  Mohamed, S. G., Zaki, M. S. and 
Saleh, W. D., 2010.  First record of a mixed viral 
infection among cultured common carp in Egypt. 
Journal of American Science, 6(10): 879-885. 
Stone, D. M., Ahne, W., Denham, K. L., Dixon, P. 
F., Lin, C. T. U., Sheppared, A. M., Taylor, G. 
R. and Way, K., 2003. Nucleotide sequence 
analysis of the glycoprotein gene of putative spring 
viraemia of carp virus and pike fry rhabdovirus 
isolates reveals four gene groups. Diseases 
of Aquatic Organisms, 53: 203-210. 
Svetlana, J., Ivetic, V. and  Radosavljevic, V., 2006. 
Rhabdovirus carpio  as a causative agent of disease 
in rainbow trout (Onchorhynchos mykiss). Acta 
Veterinaria, 56 (5-6): 553-558. 
Tao, J. J., Gui, J. F. and Zhang, Q. Y., 2007. 
Isolation  and characterization of a rhabdovirus 
from co-infection of two viruses in mandarin fish. 
Aquaculture, 262: 1-9. 
Teng, Y., Liu, H., Lv, J. Q., Fan, W. H., Zhang, Q. 
Y. and Qin, Q. W., 2007. Characterization of 
complete genome sequence of the spring viraemia 
of carp virus isolated from common carp (Cyprinus 
carpio) in China . Archives of Virology, 152: 1457-
1465. 
 
Triant, D. A. and Whitehead, A., 2013. Simultaneous 
extraction of high-quality RNA and DNA from 
small tissue samples.  Journal of Heredity, 100: 
255-260. 
Tolosa, J. M., Schjenken, J. E., Civiti, T. D., Clifton, 
V. L. and  Smith, R., 2007. Column-based 
methods to simultaneously extract DNA, RNA and 
protein from the same sample. Biotechniques, 43: 
799-804. 
Vicenova, M., Reschova, S., Pokorova, D., Hulova, 
J. and Vesely, T., 2011. First detection of Pike- 
like rhabdovirus in barbell and spring viraemia of 
carp virus in sturgeon and pike in aquaculture in the 
Czech Republic. Diseases of Aquatic Organisms, 
95(2): 87-95. 
Warg, J. V., Dikkeboom, A. L., Goodwin, A. E., 
Snekvik, K. and Whitney, J., 2007. Comparison 
of multiple of spring viraemia of carp viruses 
isolated in the United States. Virus Gene, 53: 87-
89. 
Way, K., Bark, S. J., Longshaw, C. B., Denham, K. 
L., Dixon, P. F., Feist, S. W., Gardiner, R., 
Gubbins, M. J., Le, Deuff, R. M., Martin, P. D., 
Stone, D. M. and Taylor, G. R., 2003. Isolation of 
a rhabdovirus during outbreaks of disease in 
cyprinid fish species at fishery sites in England. 
Diseases of Aquatic Organisms,  57: 43-50. 
Wolf, K.. 1988. Fish viruses and fish viral diseases. 
Cornell University Press, Ithaca, NY.  
Ye, W., Liu, L., Zheng, W., Lin, J. and Yin, J., 
2009. Comparison of RNA extraction methods 































ناﺮﻳا تﻼﻴﺷ ﻲﻤﻠﻋ ﻪﻠﺠﻣ                                                                          لﺎﺳ د و ﺖﺴﻴﺑمو/هرﺎﻤﺷ4/ز نﺎﺘﺴﻣ1392  
٥٩ 
 
fungi. African Journal of Microbiological Research, 
3(10): 632-636. 
Yue, Z., Teng, Y., Liang, C. , Xie, X., Xu, B., Zhu, 
L., Lei, Z., He, J., Jiang, Y., Liu, H. and Qin, Q., 
2008. Development of a sensitive and quantitative 
assay for spring viraemia of carp virus based on 
real-time RT-PCR. Journal of Virological Methods, 
152: 43-48. 
Zhang, N. Z., Zhang, L. F., Jiang, Y. N., Zhang, T. 
and Xia, C., 2009. Molecular analysis of spring 
viraemia of carp virus in China: A fatal aquatic 
viral disease that might spread in East Asian. Plus 




































 ﻲﻳﺎﻀﺗﺮﻣ  ونارﺎﻜﻤﻫ   جاﺮﺨﺘﺳا ﺖﻴﻛ رﺎﻬﭼ ﻪﺴﻳﺎﻘﻣ RNA ﻲﻟﻮﻤﻌﻣ رﻮﭙﻛ هرﺎﻬﺑ ﻲﻣﺮﻳو سوﺮﻳو  ﺺﻴﺨﺸﺗ رﻮﻈﻨﻣ ﻪﺑ يرﺎﺠﺗ...  
٦٠ 
 
Comparison of four RNA isolating methods  for identification of  
spring viraemia of carp virus (SVCV) 
Mortezaei,  S.R.S*; Alishahi, M; Seifi, M. R; Qhasemi, M. 
* rmortezaei@yahoo.com 
Key words:  SVCV, RNA, Extraction, RT-PCR 
Received: May 2013                           Accepted: September 2013 
Abstracts 
Spring viraemia of carp virus (SVCV) , a negative sense single stranded RNA virus of the 
family Rhabdoviridae, is the causative agent of a highly contagious SVC disease that 
primarily affects the common carp ( Cyprinus carpio), an economically important fresh water 
fish species with world-wide distribution.SVCV has also been reported to cause disease in 
other fishes such as Poeciliidae, Esocida , Centrarchidae , Siluridae and salmonidae . There 
are several diagnostic tests for the detection of SVC virus,however, the tests have not been 
validated. The reverse transcriptase – polymerase chain reaction (RT-PCR) techniques have 
been developed and validated representing a powerful tool for detection of RNA. One of the 
most important aspects isolating RNA is to prevent degradation of the RNA during the 
isolation procedure. In this study, we explored the efficiency of protocols for RNA isolation 
from the SVCV strain 56/70.For RNA isolation, we compared four protocols, two  guanidine 
isotiocyanate phenol – chloroform  based protocols (  RNX – Plus Iran  ,  Iq2000 kit Taiwan ) 
and two column based protocols ( Cinnapure RNA Iran  , high pure viral RNA  kit , Roche 
Germany )  that were commercially available.  The results showed that the  column based 
protocols, Roche method and Cinapure performed better than other methods  with the yields 
of 31.76 ng/µl,  16/21 ng/µl, respectively. Each protocol yielded good quality of total RNA 
bands (480 bp) being observed in agarose gel electrophoreses but was not observed in IQ2000 
kit. Amount of total RNA isolated  was lower for IQ2000 kit Protocol. Further, the RNA 
being extracted from  SVC by  column based protocol  method  were resulted in successful 
amplified using  RT-PCR  method 
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